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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Physiologie des Horens

Wihrend des Horvorganges werden im Saugetierinnenohr mechanische Schwingungen
in elektrische Impulse umgesetzt. Zundchst wird der Schall durch das duRere Ohr
(Ohrmuschel, Gehorgang) modifiziert und an das Trommelfell weitergeleitet. Dieses
wird in Schwingung versetzt und bewegt seinerseits die Gehorknéchelchen im Mittelohr
(Auris media). Im Mittelohr erfolgt eine Transformation der Schwingungen von der
relativ groflen Flache des Trommelfells auf die deutlich kleinere Flache des ovalen
Fensters, das die Schallinformation an das Innenohr weiterleitet. Dies geschieht durch
Ubertragung der Trommelfellschwingungen auf den Hammer (Malleus), der dann den
Amboss (Incus) und dieser wiederum den Steigblgel (Stapes) bewegt. Die Ful3platte des
Steigbuigels befindet sich im ovalen Fenster und Ubertragt die Schwingungen an die
Innenohrflissigkeit. Die unterschiedlichen Flachen von Trommelfell und ovalem Fenster
sowie die durch die anatomischen Formen der Gehdrkndchelchen bedingten
Hebelwirkungen bewirken eine Impedanzanpassung der Schwingungen beim Ubertritt
der Schallwellen vom beltfteten Mittelohr in das mit Flussigkeit gefillte Innenohr
(Pickles 1997).

Im Innenohr werden die mechano-akustischen Wellen in elektro-chemische Stimuli
umgewandelt, die dann vom zentralen Nervensystem (ZNS) als Hoérwahrnehmung
weiterverarbeitet werden. Dies wird dadurch realisiert, dass die Schwingungen des
ovalen Fensters im Perilymphkanal der Cochlea (Abbildung 1-1) als Wanderwelle
fortgeleitet werden. Diese Wanderwelle wurde erstmals durch von Békésy (Békésy
1943; Békésy 1960) beschrieben und versetzt die Basilarmembran in Schwingungen,
die je nach Frequenz ihre maximale Amplitude an einem bestimmten Ort der
Gehorschnecke erreichen. Am Ort der Maximalamplitude wird nun die
Tektorialmembran, welche sich Gber den Haarzellen befindet, relativ gegenuiber diesen
bewegt und bewirkt eine mechanische Abscherung der Stereozilien der duf3eren
Haarzellen. Diese Abscherung in Richtung der langsten Stereozilien, welche in die

Tektorialmembran hinein ragen und sich am weitesten entfernt vom Modiolus befinden,
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bewirkt eine Offnung der lonenkanale und filhrt zur Depolarisation der Zellen. Hierbei
stromen vor allem Kaliumionen aus dem positiv geladenen Endolymphraum (+80mV)
in die negativ geladenen duBeren Haarzellen (-70mv). Die Depolarisation der Zelle hat
eine aktive Langenanderung dieser zur Folge. Diese Formanderung erfolgt sehr schnell
und ist reversibel. Als verantwortliches Protein hierfir wurde Prestin identifiziert
(Zheng et al. 2000). Dieser Mechanismus, der als cochledrer Verstarker bekannt ist,
kann die Rigiditat der Cochlea verandern und somit die Wanderwelle amplifizieren. Das
Ergebnis ist ein Hororgan, das sensitiver ist und eine hohere Frequenzselektivitét
aufweilt.

Am Ort der maximalen Amplitude erfolgt dann frequenzspezifisch eine Reizung der
inneren Haarzellen. Auch hierbei fuhrt eine Abscherung der Stereozilien zu einem
Einstrom von vor allem Kaliumionen aus dem Endolymphraum (+80mV) in die negativ
geladenen inneren Haarzellen (-45mV). Dies hat die Depolarisation der Haarzellen zur
Folge und bewirkt somit einen Impuls, der an den Hornerv (Spiralganglienzellen des N.
vestibulocochlearis) und die akustischen Zentren weitergeleitet wird. Dieses Prinzip der

Tonotopie setzt sich bis in das zentrale Nervensystem fort (Pickles 1997).

Fallt diese frequenzselektierende Funktion der Cochlea ganz oder teilweise aus, leiden
die Betroffenen aufgrund einer Storung der Frequenzdiskriminierung vor allem an
einem eingeschrankten Sprachverstandnis. Die Cochlea ist somit sowohl in der Lage,
eine Frequenzanalyse als auch eine Verstdrkung von Schwingungen mit niedrigen

Amplituden zu leisten.

Eine Prufung des Horvermdgens lasst sich mit subjektiven und objektiven Verfahren
durchfuhren. Fir diese Arbeit wurde die Hirnstammaudiometrie (Brainstem Evoced
Response Audiometrie = BERA oder Auditory Brainstem Response = ABR), eine
objektive Messmethode verwendet. Hierbei werden so genannte auditorisch evozierte
Potentiale an bestimmten Stellen Uber dem Hornerv und dem Hirnstamm nach
akustischer Reizung abgeleitet. Diese Technik wurde erstmals 1971 von Jewett und
Williston beschrieben (Jewett and Williston 1971) und findet heute weite Verwendung
in der Kklinischen  Diagnostik von  Horstorungen. Wie beim EEG
(Elektroenzephalogramm) werden bei dieser Technik Potentiale vieler verschiedener
Zellen gleichzeitig registriert. Das angewandte Mittelungsverfahren (,,Averaging®)

ermoglicht im Vergleich zum EEG die Aufzeichnung sehr kleiner Potentialanderungen.
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Hierzu wird ein kurzer EEG-Abschnitt vielfach in einem Computer addiert. Dies

ermoglicht eine Darstellung der reizabhangigen Potentialanderungen, wenn die
Rahmenbedingungen konstant sind (Probst 2000).

Abbildung 1-1: Schematische Abbildung eines Querschnittes durch den Ductus cochlearis der Cochlea.

1) Innere Haarzelle, 2) AuBere Haarzellen, 3) Spiralganglion, 4) Innere und AuBere Pillarzellen, 5)
Basilarmembran, 6) Tektorialmembran, 7) Stria vascularis, 8) Ductus cochlearis (Endolymphe), 9) Scala

vestibuli (Perilymphe), 10) Scala tympani (Perilymphe), 11) Reissner’sche Membran  (Slepecky 1996)
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1.2 Die Entwicklung und Innervation des Hérorgans

Das Verstandnis der Entwicklung der Sdugetiercochlea und deren Funktion sind nicht
nur von klinisch-wissenschaftlichem Interesse. Die Innenohrschwerhdrigkeit spielt in
Deutschland sowohl aus gesundheitspolitischer als auch aus psychosozialer Sicht eine
bedeutende Rolle. Zu den Ursachen der Innenohrschwerhdrigkeit gehdren sowohl
kongenitale Erkrankungen als auch erworbene Schaden des Innenohres. Kausal liegt
hauptsachlich eine Degeneration cochleédrer Haar- und Spiralganglienzellen zu Grunde.
Zurzeit ist es noch nicht moglich, eine Regeneration dieser cochledren Zellen
herbeizufiihren. Eine Moglichkeit der Horrehabilitation bei untergegangenen Haarzellen
(sensorische Taubheit) bietet die direkte Stimulation der noch vorhandenen
Spiralganglienzellen durch eine in die Cochlea eingebrachte Elektrode (Cochlea-

Implantat).

Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der Innenohrbiologie sollen ein besseres
Verstandnis fur die molekularen Mechanismen der Haarzell- und Neuritenentwicklung
sowie der Funktionsaufnahme und Erhaltung der Cochlea vermitteln. Durch weitere
Aufklarung der Bedeutung flr die Horentwicklung wichtiger Faktoren, wie z.B. VASP,
konnte es gelingen, therapeutische Zugénge zu bisher nicht behandelbaren

Hdorerkrankungen zu finden.

Die Embryonalentwicklung des Innenohrs beginnt beim Nager etwa um den neunten
Embryonaltag (E9) (Van de Water and Conley 1982). In der kaudalen Wand des sich ab
E12 entwickelnden Ductus cochlearis entsteht das Cortische Organ. Dieses besteht um
E13 aus einer sechslagigen Zellschicht. Ab E14 beginnt die Differenzierung der
Stitzzellen des Cortischen Organs, zu denen auch die sog. Pillarzellen gerechnet
werden. Zwischen E18 und E19 beginnt die Formation des sensorischen Epithels in drei
Reihen &uRere Haarzellen und eine Reihe innere Haarzellen (Sher A.E. 1971). Das noch
unreife Neuroepithel wird auch als Koelliker-Organ bezeichnet. Zu diesem Zeitpunkt
sind die Neuriten der Spiralganglienzellen bereits bis in das Cortische Organ
vorgewachsen (Rose et al. 1977). Die eigentliche Synapsenbildung mit den Haarzellen
wird jedoch erst nach der Geburt hergestellt (Despres and Romand 1994). Unmittelbar
nach der Geburt sind die M&use noch nicht in der Lage zu horen. Die cochlearen
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Strukturen entwickeln sich erst vollstdndig bis zum 12. Lebenstag. Zu diesem Zeitpunkt
nimmt das Innenohr der Nager seine Funktion auf und erfédhrt seine endgultige
Differenzierung. Zur gleichen Zeit wachsen die Neuriten der Spiralganglienzellen
innerhalb des Cortischen Organs weiter vor und beginnen erst mit den inneren, spéter
mit den &uleren Haarzellen, Synapsen zu bilden (Echteler 1992; Hafidi et al. 1990;
Sobkowicz 1992).

In den letzten Jahren ist es gelungen, bestimmte Wachstumsfaktoren zu identifizieren,
die permanent oder temporar wéhrend der Innenohrentwicklung exprimiert werden und
das Wachstum der cochledren Zellen beeinflussen (Lin et al. 1989; Pirvola et al. 1994;
Represa et al. 1990; Represa et al. 1991).

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten das Wachstumsverhalten von Haarzell- und

Spiralganglienzellexplantaten in organotypischer Zellkultur, um die Bedeutung dieser
Faktoren fur die Entwicklung des Cortischen Organs naher aufzuklaren. Besondere
Bedeutung kommt in diesem Zusammenhang den Neurotrophinen (Lefebvre et al.
1992b; Lefebvre et al. 1991b; Lefebvre et al. 1991a; Lefebvre et al. 1992a; Staecker et
al. 1995; Staecker et al. 1996; Van de Water and Conley 1982) und Mitgliedern der
Fibroblastenwachstumsfaktoren (Aletsee et al. 2003; Dazert et al. 1998a; Dazert et al.

1998b; Low et al. 1996) zu, die in Innervationsvorgange der Haarzellen involviert zu
sein scheinen. Auch Proteine der Extrazellularmatrix, wie z.B. Laminin, beeinflussen
das Wachstumsverhalten cochleédrer Zellen wahrend dieser Entwicklungsphase (Aletsee
et al. 2002b; Visconti and Hilfer 2002; Woolf et al. 1992).

Neurotrophin-3 (NT-3) wird wéhrend der Embryonal- und postnatalen Entwicklung im
sensorischen Epithel des Saugetierinnenohres exprimiert (Maisonpierre et al. 1990). Es
konnte gezeigt werden, dass NT-3 eine Rolle fiir das Uberleben von cochleovestibularen
Neuronen spielt (Ernfors et al. 1994b). Ebenso wird eine Beteiligung am Auswachsen
der SG-Neuriten wahrend der Entwicklung des Innenohres diskutiert (Schecterson and
Bothwell 1994). Bei NT-3-defizienten Tieren kommt es zu einer signifikanten
Reduktion der cochledren Neurone (Farinas et al. 1994). Dies lasst eine trophische
Funktion von NT-3 fur das Spiralganglion vermuten (Fritzsch et al. 1997). Die
intrazelluldren Mechanismen, welche die beschriebenen Effekte von NT-3 vermitteln,
sind fiir die SG-Neurone zum Teil aber noch nicht vollstandig verstanden (Aletsee et al.
2001a; Aletsee et al. 2002a).
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1.3 VASP

Das 46/50 kDa Protein ,,vasodilator-stimulated phosphoprotein“ (VASP) ist erstmals in
Thrombozyten beschrieben worden, wo es einen bedeutenden Faktor fiir die Regulation
der Formverénderung und Hemmung der Aggregation der Thrombozyten darstellt
(Halbrliigge and Walter 1989; Hauser et al. 1999). VASP zéhlt zur Familie der Ena
(,,Drosophila enabled*“)/VASP Proteine. Dieser gehdren weiter das Drosophilaprotein
Ena, dessen Pendant in Sdugetieren Mena (,,mammalian-enabled”) und ein VASP
ahnliches Protein namens EVL (,,Ena/VASP-like-protein“) an (Aszddi et al. 1999). Allen
Familienmitgliedern sind die sog. Ena/\VASP Domanen (,,Ena/VASP-homology*) EVH1
und EVH2 gemein (Gertler et al. 1996). Die N-terminal homologe Doméane (EVH1)
besteht aus etwa 115 Aminoséuren (Halbriigge and Walter 1989) und stellt die
bindungsaktive Region des Proteins dar (Abbildung 1-2). Sie bindet an prolinreiche
Regionen und interagiert unter anderem mit Vinculin (Niebuhr et al. 1997; Reinhard et
al. 1999) und Zyxin (Ball et al. 2000; Niebuhr et al. 1997). Beide Proteine sind fir die
Adhésion von Zellen mitverantwortlich. Die EVH1 Doméne ist ebenfalls Bestandteil
zahlreicher Proteine neuronaler Gewebe. Ihr wird eine besondere Rolle bei der Bildung
von synaptischen Verbindungen und der Bildung von Gedéchtnisleistungen beigemessen
(Ball et al. 2002). An die EVH1 Domane schlief3t sich eine prolinreiche Sequenz (PRR)
an. Sie ermdoglicht es, an die Abelson Protein Tyrokinase (ABL), an andere SH3
Doménen (Proteinbindungsdoméne ,,Scr-homology type 3“) (Ahern-Djamali et al. 1998;
Gertler et al. 1996; Lambrechts et al. 2000) und an Profilin (Gertler et al. 1996;
Lambrechts et al. 2000; Reinhard et al. 1995) zu binden. C-terminal befindet sich die
EVH2 Region. Diese ist in die Bildung von Aktinfilamenten einbezogen und kann auch
direkt an Aktinfilament (F-Aktin) binden (Bachmann et al. 1999) (Abbildung 1-3).
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Abbildung 1-2: 3D-Rekonstruktion der EVH1 Doméne der Ena/VASP Homologie.

Die Abbildung zeigt das Bild einer 3-dimensionalen Rekonstruktion der EVH1 Doméne von VASP
(““Solution Structure Of The Ena-Vasp Homology 1 (Evhl) Domain of Human Vasodilator-Stimulated
Phosphoprotein” (VASP)), (a) aus der Protein Datenbank, http://www.rcsb.org/pdb/ (b) von NCBI,
http://www.nchi.nIm.nih.gov, nach (Ball et al. 2000). Die Doméne ist in (b) pink eingefarbt.

' 3

M

Zyxin Profilin F-actin
Vinculin Abl, D-Abl  VASP
LPP Src Mena
Fyb/SLAP SH3 Ena
Robo FE65
Ankyrin G u.a.
u.a.

Abbildung 1-3: VASP-Doménen und ihre Bindungspartner.

Die N-terminale bindungsaktive EVH1-Doméne reagiert unter anderem mit Proteinen wie Vinculin,
Zyxin und Robo.. Die prolinreiche Sequenz ermdglicht es dem VASP-Protein, mit der Abelson Protein
Tyrokinase (ABL), mit SH3 Doménen (Proteinbindungsdoméne ,,Scr-homology type 3*) und Profilin zu
interagieren. C-terminal befindet sich die EVH2 Region. Diese ist in die Bildung von Aktin —Filamenten
einbezogen und kann auch direkt an Aktinfilament (F-Aktin) binden (Reinhard et al. 2001).
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VASP spielt eine bedeutende Rolle bei der Fortbewegung von Listeria monocytogenes,
dem Erreger der Listerose. Diese Bakterien leben intrazelluldar und bewegen sich
dadurch fort, dass sie sich von der korpereigenen F-Aktin Polymerisation antreiben
lassen. Dies ergibt den typischen Kometenschweif. Experimentelle Studien zeigen, dass
Listerien ihre Beweglichkeit einbiiBen, wenn man den von VASP vermittelten
Mechanismus ausschaltet. Aufgrund dieser Erkenntnisse wird die Mdglichkeit eines
erweiterten therapeutischen Spektrums in der Behandlung dieser Erkrankungen
diskutiert (Pistor et al. 1995).

Eine mogliche Interaktion von VASP wird ebenfalls bei der Bewegung von Shigellen,
den Erregern der Shigellose (Bakterienruhr), in Betracht gezogen. Auch der Vaccinia
Virus, der friher zur Pockenschutzimpfung eingesetzt wurde, scheint VASP zur
Interaktion mit dem Aktingertst der Wirtszelle zu benutzen. Es ist allerdings nicht klar,
ob VASP fur die Mobilitat des Virus essentiell ist (Bear et al. 2001).

Auch eukariote Zellen, scheinen Proteine der Ena/VVASP-Familie zur Aktinformation zu
benutzen. VASP wurde in einer groBen Vielzahl von Zellen, z.B. Thrombozyten,
GeféaRendothelzellen, glatter Muskelzellen in GefaRen, Fibroblasten, Kardiomyozyten
und andern (Draijer et al. 1995; Halbriigge and Walter 1989; Holt et al. 1998;
Smolenski et al. 2000) nachgewiesen. Méuse, welche Defekte in der Bildung von VASP
haben oder nicht in der Lage sind, VASP zu bilden, zeigen Defekte in der cAMP- und
cGMP vermittelten Hemmung der Plattchenaggregation (Aszodi et al. 1999; Hauser et
al. 1999). Tiere, welche Mena, ein direkt verwandtes Protein von VASP nicht mehr
synthetisieren konnten, waren nicht lebensfahig und zeigten starke neuronale
Entwicklungsdefizite. Dies lasst vermuten, dass Mena essentiell fur die neuronale
Entwicklung ist (Lanier et al. 1999). Man geht davon aus, dass Ena/VASP-Proteine
Aktinmonomere Uber eine Interaktion mit Profilin binden und damit die
Filamentverldngerung katalysieren (Abbildung 1-4) (Laurent et al. 1999; Machesky and
Insall 1999).
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Abbildung 1-4: Ena/VASP-Proteine katalysieren die Verléangerung von Aktinfilamenten

Die Elongation von Aktinfilamenten wird durch sog. ,,capping* Proteine (CP) und Gelsolin unter der
Kontrolle von Membranphosporlipiden (PIP,) geregelt. Proteine der Ena/VASP-Familie katalysieren die
Verlangerung, indem sie Aktinmonomere mit Hilfe des Arp 2/3-Komplexes (actin related protein) an das

wachsende Filament anlagern (Machesky and Insall 1999).

VASP scheint eine entscheidende Rolle in der Organisation und Formation des
Zytoskelettes einzunehmen. Wie beschrieben, wirkt dieses Protein regulatorisch in der
Aktindynamik einer Zelle. Es wurde eine schnelle Phosphorylierung des VASP-Proteins
beobachtet, wenn neutrophile Granulozyten beim Anheften an der Gefallwand und im
darauf folgenden Schritt das GefaRsystem verlassen. Bei diesem Schritt macht die Zelle
eine umfassende Formanderung durch. Man geht von aktiver Bewegung der Zellen in
das umliegende Gewebe aus (Lawrence and Pryzwansky 2001). An Fibroblasten wurde
ebenfalls eine aktive Bewegung in Abh&ngigkeit von VASP beobachtet. Fibroblasten,
die ein VASP-Defizit aufwiesen, bewegten sich langsamer, jedoch anhaltender (Bear et
al. 2002).

Mitgliedern der Ena/\VVASP-Familie wird ebenso eine Bedeutung bei der Anheftung von
Zellen sowie beim Ausbilden von Zell-Zell-Kontakten zugeschrieben (Ahern-Djamali
et al. 1998; Gertler et al. 1996; Lambrechts et al. 2000; Vasioukhin et al. 2000). Es
wurde demonstriert, dass sie essentiell dafir sind, Adhdrenskontakte auszubilden, um
Membranen eines Epithelverbandes abzudichten. Fir diesen Prozess ist eine gerichtete

Aktinpolymerisation nétig (Vasioukhin et al. 2000).
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Eine flr die vorliegende Arbeit entscheidende Frage ist, inwiefern VASP einen Einfluss
auf die Funktion der Cochlea, die Entwicklung des Innenohres und die damit
verbundene Migration von SG-Neuronen und deren Neuriten hat. Es wird vermutet,
dass Ena/VVASP-Proteinen eine Schlusselrolle bei der Positionierung von Neuronen
zukommt (Goh et al. 2002). Ebenfalls wurde eine Bedeutung beim Auswachsen von

Axonen beschrieben (Lanier et al. 1999).



Einleitung 11

1.4 Lokalisation von VASP im Innenohr

Die Expression von VASP und Zyxin, einem wichtigen Bindungspartner von VASP,
wird im Innenohr unter anderem in den Kopf- und FuBplatten der Pillarzellen in
Kolokalisation mit Aktin beschrieben (Abbildung 1-5) (Schick et al. 2003). Dies l&sst
eine dynamische Funktion dieser Zellen vermuten, denen bis dato strukturelle und
metabolische Aufgaben zugeschrieben wurden (Cohen-Salmon et al. 1997; Tolomeo
and Holley 1996). Ebenso wird ein zeitlicher Zusammenhang zwischen Expression von
VASP und Zyxin mit dem Horbeginn beschrieben, was eine mdgliche Bedeutung der
Pillarzellen fir die mechanische Funktion der Cochlea bedeuten kdnnte (Schick et al.
2003). Dem ausgepragten Netzwerk aus Mikrotubuli, Mikrofilamenten und
Intermedidrfilamenten in Pillar- und Deiter’schen Zellen wird ein Einwirken auf die
durch Schallwellen induzierte Schwingung der Cochlea beigemessen. Eine Anderung in
diesem Netzwerk, welche eine veranderte Steifigkeit dieser Zellen zur Folge hat, wird
unter anderem als ein Mechanismus der Altersschwerhoérigkeit diskutiert (Saha and
Slepecky 2000). Die Pillarzellen galten bis zum Nachweis von VASP und Zyxin als
eine unbewegliche Briicke zwischen innerern und &uBerern Haarzellen, die nicht
unwesentlich fir die Rigiditat der gesamten Cochlea zu sein schien (Nobili et al. 1998).
Die Kolokalisation von VASP, Zyxin und Aktin in der Kopfplatte der &uBeren
Pillarzelle und in den FuRplatten beider Pillarzellen lasst die Spekulation Uber
dynamische Prozesse dieser Zellen zu, in denen VASP eine Rolle zu spielen scheint.
Die Expression von VASP wurde ebenso in Fibroblasten, GefaRen und bestimmten
Regionen des Spiralganglions nachgewiesen. Diese werden allerdings vom Autor der
vaskularen Versorgung des Spiralganglions zugesprochen (Schick et al. 2003). Andere
Arbeiten hingegen zeigen geringe, jedoch deutlich messbare Expression von VASP-

Protein in neuronalem Gewebe (Gambaryan et al. 2001).
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Abbildung 1-5: Nachweis von VASP in der Cochlea.

VASP wurde in Geféllen der Stria vascularis (1), den Pillarzellen (2) und bestimmten Regionen des

Spiralganglions (3) nachgewiesen (Schick et al. 2003).

1.5 Fragestellung

In dieser Arbeit werden die Entwicklung des Horvermdgens und das Neuritenwachstum
von SG-Neuronen in Zellkultur von VASP-defizienten M&usen untersucht. Hierbei ist
von besonderem Interesse, ob die Tiere ein normales Horvermégen entwickeln und ob
sich diese Entwicklung von den Tieren der Kontrollgruppe unterscheidet. Gegenstand
dieser Studie ist ebenso die Untersuchung der in Zellkultur geziichteten SG-Explantate.
Hierbei wird die Lange und die Anzahl der auswachsenden Nervenfortsatze von

VASP(-/-)-Explantaten mit denen der Kontrollexplantate verglichen.
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2 Material und Methode

2.1 Versuchstiere

Die folgenden Versuche wurden an VASP-defizienten (VASP(-/-)) Méusen mit einem
gemischten genetischen Hintergrund (129Sv und C57BL/6) sowie entsprechenden
Wildtyp-Méusen durchgefiihrt. Die VASP(-/-)-Tiere sind phenotypisch nicht von den
Wildtypen unterscheidbar. Heterozygote und homozygote Tiere sind fertil und werfen
unaufféllige Nachkommen. Auch mikroskopisch lassen sich bis auf eine leichte
Hyperplasie der Megakaryozyten im Knochenmark keine Unterschiede beschreiben
(Hauser et al. 1999). Die Tiere wurden am Institut fur klinische Biochemie der
Universitdt Wurzburg generiert und routinemaBig einem Infektionsscreening
unterzogen. Alle Versuche wurden mit Genehmigung der zustandigen Behdrde

(Regierung Unterfranken) und entsprechend dem Tierschutzgesetz (88) durchgefihrt.

2.2 Elektrophysiologische Untersuchung

2.2.1 Narkosetechnik

Die Elektrophysiologischen  Untersuchungen wurden in  Inhalationsnarkose
durchgefiihrt (Dazert et al. 2000). Verwendet wurde ein ventilloses, halboffenes System,
bei dem eine Rickatmung durch den hohen Frischgasfluss verhindert wird (Abbildung
2-1). Das verwendete Inhalationsnarkotikum Isofluran (Forene®, Abbott GmbH,
Wiesbaden) wurde durch einen handelsublichen Verdampfer (Vapor 19.3 — Enflurane,
Drager AG, Lubeck) mit einem Lachgas/Sauerstoff-Gemisch (11 Lachgas + 1l
Sauerstoff/min, entsprechend einem Flow von 2l/min) dargeboten. Die
Narkoseeinleitung erfolgte mit 3 Vol. % Isofluran. Als Narkosemaske diente das
Ansatzstiick eines Absaugkatheters (Absaugkatheter gerade Typ ,,Ideal* 10Ch, Braun
Melsungen AG, Melsungen), das sich als passgenaues Maskendquivalent zur
Gaszuleitung eignete. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde die Gabe des
Lachgas/Sauerstoff-Gemischs beibehalten und die Isoflurandosis auf 1-1,5 Vol. %

reduziert. Die Narkosetiefe konnte durch die Anderung der Isoflurandosis so gesteuert
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werden, dass die Tiere bei einer regelmaRigen Spontanatmung schmerzfrei waren. Die
Ausleitung erfolgte bei alleiniger Sauerstoffgabe (21/min) bis zum Erwachen der Tiere.

Abbildung 2-1: Versuchsaufbau mit Narkoseeinheit und BERA Messvorrichtung.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden in Inhalationsnarkose durchgefiihrt. Die Abbildung
zeigt den Isofluran-Verdampfer des ventillosen, halboffenen Systems, das Ansatzstiick eines
Absaugkatheters, das sich als passgenaues Maskenaquivalent zur Gaszuleitung eignete, den
Lautsprecher, die Elektroden, eine narkotisierte Maus und den BERA-Messcomputer.
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2.2.2 BERA

Die elektrophysiologische Untersuchung des Horvermdgens erfolgte durch Ableitung
von akustisch evozierten Potentialen. Fur die Messungen wurde eine ERA Q/S-02
(Westra, Wertingen, Deutschland) verwendet, die auch in der klinisch-audiologischen
Diagnostik der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenkranke der Universitdt Wirzburg
eingesetzt wird. Als akustische Stimuli dienten alternierend angebotene Klicks von
100us Dauer mit einer Repetitionsrate von 20/s und einer Intensitdt von 120dB SPL.
Die Aufzeichnungen erfolgten bei adulten und neugeborenen Tieren zwischen dem 8.
und 18. postnatalen Tag. Der akustische Stimulus lieR sich tber einen magnetisch
abgeschirmten Lautsprecher BF-66-214 (Westra, Wertingen, Deutschland) applizieren,
der 5¢cm Uber dem Kopf des Nagers angebracht wurde. Die Potentiale konnten Uber
subkutane Nadelelektroden abgeleitet werden. Die Pluselektrode (rot) wurde auf der
Kopfmitte, die Minuselektrode (blau) hinter den Pinnae und die Erdungselektrode (gelb)
am linken Hinterlauf platziert (Abbildung 2-2). Vor dem Anschluss der Elektroden an
den Vorverstarker wurden deren Ubergangswiderstande kontrolliert (<5kQ) (Dazert et
al. 2000). Die gemessenen Signale wurden 20.000fach verstéarkt, gefiltert (untere
Grenzfrequenz 100Hz, obere Grenzfrequenz 2.000Hz), analog/digital gewandelt und in
einem 20ms-Fenster nach Reizbeginn auf dem Bildschirm abgebildet (Abbildung 2-3
und 2-4).
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Abbildung 2-2: Versuchsanordnung der elektrophysiologischen Messungen des Horvermogens von
Mausen.

Die Abbildung zeigt die mit Isofluran narkotisierte Maus, das Anschlussstiick eines Absaugkatheters, das
als Narkosemaske fungiert, den 5cm vom Kopf des Nagers entfernten Lautsprecher und die subkutanen
Nadelelektroden. Die Pluselektrode (rot) wurde auf der Kopfmitte, die Minuselektrode (blau) hinter den
Pinnae und die Erdungselektrode (gelb) am linken Hinterlauf platziert.
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Abbildung 2-3: Elektrophysiologische Messungen einer noch nicht hérenden Maus.

Die Abbildung zeigt die graphische Darstellung der elektrophysiologischen Ableitungen bei 100 bis 80
dB SPL. Keine der Kurven zeigt das charakteristische Bild der Stimulation des Hornerven und der
Horbahn.
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Abbildung 2-4: Elektrophysiologische Messungen einer bis 60 dB SPL hérenden Maus.

Die Abbildung zeigt die graphische Darstellung der elektrophysiologischen Ableitungen bei 100 bis 50
dB SPL. Die Kurven zeigen das charakteristische Bild der Stimulation des Hornerven und der Horbahn,
das sich erst unter 60 dB SPL verliert. Die Horschwelle dieser Maus liegt also bei 60 dB SPL.
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Praparation der Mauscochlea

Die in dieser Arbeit dargestellten Experimente in organotypischer Zellkultur wurden an
explantierten Spiralganglienzellen 5-6 Tage alter Méuse (siehe oben) durchgefihrt. Die
Mikropraparation der Cochlea erfolgte modifiziert nach den Beschreibungen von Van
De Water und Ruben (Van de Water and Ruben 1974; Van de Water and Ruben 1971).
Um eine Kontamination der Explantate bzw. der folgenden Zellkultur, vor allem mit
Pilzen zu vermeiden, musste vor Beginn der Préparation das Praparationsgebiet mit
Alkohol gereinigt, die verwendeten Instrumente desinfiziert und jeweils neue

Instrumente fur die Haut- bzw. Cochleaprépartion verwendet werden.

Die Tiere wurden vor dem Eingriff mit einer Mischung (Ketamin 12,5 mg/ml, Rompum
1,26 mg/ml, Acepromecin 0,25 mg/ml) 0,4ml pro 100g Kdrpergewicht intraperitoneal
anésthesiert, dekapitiert und die Schéadel entlang der Mittellinie longitudinal ert6ffnet.
Nach der Entfernung des Gehirngewebes wurde mit der weiteren Dissektion der
Schédelhalften unter dem Operationsmikroskop (OPMI 1, Carl Zeiss, Deutschland) in
einer Petrischale mit sterilem PBS (phosphate buffered saline) fortgefahren. Zunéchst
musste der Sinus petrosus inferior aufgesucht werden, der als ,,U-férmiges
Venensystem in der Konkavitdt der Sché&delhélften das Felsenbein umgibt. Das
Felsenbein wurde vom restlichen Schadel getrennt und die Cochlea umgebende Kapsel
entfernt. Nach Entfernung dieser konnte die membrandse Cochlea in eine weitere
Petrischale Ubertragen werden (Abbildung 2-5). Nun lielen sich Stria vascularis,
Reissner'sche Membran und das Cortische Organ mit einer feinen Pinzette abtragen und
das Spiralganglion exponieren. Dieses wurde vom Modiolus abgezogen und mit einem
Skalpell in etwa 6-8 gleich grofRe Anteile geschnitten (Abbildung 2-6). Diese Technik
war vom Alter der Tiere abhangig, da mit zunehmendem Alter die Konsistenz der
Cochleakapsel und die Adhérenz der unterschiedlichen Gewebe zunahmen. Bei den

verwendeten Tieren im Alter von 5-6 Tagen war die Praparation noch gut durchfthrbar.
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Abbildung 2-5: Membrandse Cochlea.

Nach Entfernung der knéchernen Cochleakapsel lasst sich die héutige Cochlea darstellen. In einem
nachsten Schritt kann Stria vascularis, Reissner'sche Membran und das Cortische Organ abtragen und
das Spiralganglion exponiert werden.

Abbildung 2-6: Vom Modiolus abgel6stes Spiralganglion.

Das vom Modiolus abgezogene Spiralganglion wurde in etwa 6-8 gleich grofie Anteile geschnitten. Die
S0 gewonnenen Explantate lieRen sich zwischen den Branchen einer Pinzette in einem PBS-Tropfen in die

Kulturschalen tibertragen und wurden in deren Zentrum platziert.
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2.3.2 Spiralganglienzellkultur

Die Zellkultur der entnommenen SG-Explantate wurde modifiziert nach Lefebvre et al.
(Lefebvre et al. 1992b; Lefebvre et al. 1991a) durchgefiihrt. Die vor dem Beginn der
Experimente zur besseren Adhésion des neuralen Gewebes mit Poly-D-Lysin
(0,Amg/ml) in D-PBS beschichteten Kulturplatten wurden fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und mit D-PBS gespult. Bei einem Teil der Platten wurde
zusatzlich Laminin (0,01mg/ml) in D-PBS zugegeben und bei 4°C Uber Nacht inkubiert.
Das Medium (DMEM) wurde mit N2-Supplement (1%), Insulin (10 pg/ml), Glucose
30% (6,15 mg/ml) und Penicillin (30 U/ml) angereichert und mit Hepes-Puffer zu einer
Endkonzentration von 10mM versetzt. Bei einem Teil der Préparate wurde NT-3
(25ng/ml) zugegeben. Die verwendeten Kulturplatten (Falcon®, Multiwell™ 48 well,
Becton Dickinson Labware, Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ USA)

wurden mit 75ul Medium pro Zellkulturschale gefullt.

Die Explantate lie3en sich zwischen den Branchen einer Pinzette in einem PBS-Tropfen
in die Schalen Ubertragen und wurden in deren Zentrum platziert, da dort der Spiegel
des Flissigkeitsmeniskus am niedrigsten war. Das Gewebe wurde bei 37°C, 5% CO,
und einer Luftfeuchtigkeit von 95% fir 5 Tage inkubiert. Des Weiteren musste darauf

geachtet werden, dass die Kulturschalen nicht austrockneten.

2.3.3 Immunhistochemie

Nach 5 Tagen wurden die Praparate mit einem Aceton-Ethanolgemisch (1:1) fir 15
Minuten fixiert und dann einmal mit D-PBS gewaschen. Es erfolgte eine Inkubation mit
Pferdeserum, um eine unspezifische Antikorperbindung zu vermeiden. Der Nachweis
des 200 kDa Neurofilamentproteins in den Spiralganglienneuronen gelang durch den
monoklonalen Antikdrper RT97 (Boehringer Mannheim). Die Praparate wurden mit
dem RT97 Antikorper (1:500 verdunnt in Pferdeserum) fur 60 Minuten bei 37°C
inkubiert. Als zweiter Antikorper diente ein biotinylierter Antikorper (Vectastain® Elite
ABC KIT (Mouse IgG), Vector Laboratories, Inc.). Die Inkubation der Préparate mit
diesem dauerte, nach einmaliger Spllung mit D-PBS, 30 Minuten bei Raumtemperatur.
Nach einer weiteren Inkubation mit einem Avidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur und dem einmaligen Spilen mit D-PBS, konnte die
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Farbung mit Diaminobenzidin (DAB Substrate KIT for Peroxidase, Vector
Laboratories, Inc.) durchgefiihrt werden (Abbildung 2-7).
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Abbildung 2-7: Spiralganglienzellexplantate mit MaRstab.

Links sind viele, rechts nur ein Neurit ausgewachsen. Die Angaben sind in Millimeter.

2.3.4 Histomorphometrie

Das Wachstumsverhalten der SG-Neuriten in Zellkultur wurde im Hinblick auf die
Lange und die Anzahl der auswachsenden Nervenfortsatze beurteilt. Die mit einem
Antikorper gegen Neurofilament markierten Kulturen wurden mikroskopiert (Wilovert
Wills, Wetzlar) und digital fotografiert (DXC 930P, Sony, Japan), auf einen Rechner
Ubertragen (pci Graber 4, Phytec Messtechnik, Mainz) und mit einem in der
Arbeitsgruppe entwickelten Programm vermessen. Hierzu wurde ein MaRstab
mikroskopiert, fotografiert und das PC-Programm damit geeicht. Gemessen wurde die
lineare Strecke zwischen dem Explantat und dem Wachstumskegel (,,growth cone®) der
Neuriten. Dazu mussten die vom Explantat auswachsenden Neuriten mit dem Computer

nachgezeichnet und vermessen werden (Mlynski et al. 2002).
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Abbildung 2-8: Vermessenes Spiralganglienzellexplantat.

Zungchst mussten mit dem Computer die auswachsenden Neuriten nachgezeichnet werden. Ein
Computerprogramm konnte dann anhand eines zuvor fotografierten und vermessenen Malfistabs, die

Lange der Fortsatze ermitteln. Die Angaben sind in Millimeter.

2.35 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchung wurden anhand des Student-
T-Test ausgewertet.

Die Daten der vermessenen Neuriten wurden gemittelt, gruppiert und mittels einfacher

Varianzanalyse ((one-way) analysis of variance, ANOVA) verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Untersuchung

3.1.1 Horvermogen adulter Tiere

Untersucht wurde das Horvermdgen adulter VASP(-/-)- und Wildtyp-Mause. Hierbei
konnte kein Unterschied bezlglich des Horvermogens zwischen VASP-defizienten
Tieren und Wildtypen in der BERA beobachtet werden.

3.1.2 Horbeginn bei Wildtypen und VASP-defizienten Tieren

In einer zweiten Versuchsreihe wurde mit der gleichen Methode die Horentwicklung
neugeborener Mause zwischen dem 7. und 18. postnatalen Tag dargestellt. Schon ab
dem 9. postnatalen Tag zeigten einige Wildtyp-Tiere in den BERA-Ableitungen erste
auditorische Antworten. Die Horschwelle sank bis zur zweiten Lebenswoche auf Werte
zwischen 60 dB SPL und 20 dB SPL. Bei den VASP(-/-)-Tieren konnte ein verzogerter
Horbeginn dargestellt werden. Antworten waren erst ab dem 11. Lebenstag ableitbar.
Eine Normalisierung der Horschwelle auf Werte unter 60 dB SPL konnte bei diesen
Tieren erst ab der dritten Lebenswoche festgestellt werden. Die Daten resultieren aus
einem Kollektiv von 15 Wildtypen und 14 VASP(-/-)-Tieren.

Die Messungen erfolgten taglich um die gleiche Zeit. Die Horentwicklung wurde bis in
die dritte Lebenswoche aufgezeichnet. Vom 11. bis 14. postnatalen Tag konnte ein
signifikanter Unterschied der Horschwellen von Wildtyp- und VASP-defizienten-
Mausen beobachtet werden. In diesem Zeitraum konnten deutlich niedrigere
Horschwellen der Wildtypen gemessen werden, deren Werte am Ende der zweiten
Lebenswoche Werte adulter Tiere erreichten. Im weiteren Verlauf wurde dieser
Unterschied immer geringer und die Horschwellen der beiden Gruppen néherten sich
einander an (Abbildung 3-1).

Dies bestétigt die vorangegangenen Beobachtungen, dass bei adulten Tieren kein

Unterschied der Horleistung feststellbar war.
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Abbildung 3-1:Horentwicklung der Versuchstiere in den ersten Lebenswochen.

Die VASP(-/-)-Mause (rot) zeigen eine verzOgerte Horentwicklung in den ersten zwei postnatalen
Wochen. Jenseits der dritten Lebenswoche erreichen sowohl Wildtypen (blau), als auch die VASP(-/-)-
Tiere ein adultes Horvermdgen. Als Fehlerindikator dient die Standardabweichung.

* p<0,.01, ** p<0,001
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3.2 Zellkultur

321 Neuritenwachstum auf Laminin

Die Neuritenzahl der Spiralganglienzellen wurde in  Abhéangigkeit von
Lamininbeschichtung anhand von 10 Wildtypen- und 9 VASP(-/-)-Explantaten
bestimmt. Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht
nachzuweisen (Abbildung 3-2). Die Explantate, in denen kein VASP exprimiert wurde,
zeigten auf der Lamininbeschichtung ein besseres Wachstumsverhalten in Bezug auf die
Neuritenldnge. Die Neuriten der VASP(-/-)-Explantate waren gemittelt signifikant
(p<0,01) l&nger als die der Wildtypen (Abbildung 3-3).

3.2.2 Neuritenwachstum unter NT-3 Stimulation
Es wurden 9 Wildtyp- und 11 VASP(-/-)-Explantate mit NT-3 stimuliert. Bezuglich der

Neuritenzahl konnte kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Unter NT-3 Stimulation zeigte sich ein gesteigertes Langenwachstum der Neuriten von
Wildtyp-Explantaten gegeniliber den Explantaten VVASP-defizienter Tiere. Die Neuriten
der Wildtyp-Spiralganglien wuchsen im beschriebenen Zeitraum signifikant (p<0,0001)
langer als die der VASP(-/-)-Explantate (Abbildung 3-2).

3.2.3 Neuritenwachstum auf Laminin und unter NT-3 Stimulation

Bei gleichzeitiger Stimulation mit NT-3 und Lamininbeschichtung konnte weder
bezlglich der Anzahl der Neuriten, noch deren L&nge ein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2: Neuritenwachstum von SG-Explantaten auf Laminin, NT-3 und unter NT-3-Stimulation.

Die Abbildungen zeigen das Wachstumsverhalten der SG-Explantate von Wildtypen und VASP(-/-)-Tieren
auf Laminin und unter NT-Stimulation bezlglich der Anzahl (a) bzw. der Lénge (b) der Fortsétze. Als
Fehlerindikator dient der Standardfehler des Mittelwertes (SEM). * p<0.01, ** p<0,001
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4 Diskussion

4.1 Elektrophysiologische Untersuchung

Tierexperimentelle Untersuchungen werden notwendig, wenn alternativ kein geeignetes
in vitro- Modell flr die entsprechende Fragestellung herangezogen werden kann. Fir
Versuche am lebenden Tier sind eine artgerechte Haltung und eine fur das Tier
ertragliche Behandlung unabdingbar. Die ethischen sowie juristischen VVoraussetzungen
sind im Tierschutzgesetz (88 Abs. 1) beschrieben und missen zwingend umgesetzt

werden.

4.1.1 Narkose

Eine Reihe von Untersuchungen und Eingriffen bendtigen eine ausreichende
Andsthesie. Diese fordert eine suffiziente Sedierung und Analgesierung der Tiere, darf
aber den geplanten Eingriff nicht beeinflussen. Die meisten dieser Techniken stellen
invasive Methoden dar (z.B. Injektion, Intubation oder Tracheotomie) oder haben eine
fur die Tiere l&nger andauernde und unangenehme Ein- und Ausleitungsphase (z.B.
Atheranasthesie) zur Folge. Eine weit verbreitete Methode stellt die intraperitoneale
Injektion von Medikamenten wie Pentobarbital (Borg and Viberg 1987; Geal-Dor et al.
1993; Lidan et al. 1992; Murofushi et al. 1994; Overbeck and Church 1992), Urethan
(Kitamura et al. 1994) und Chloralhydrat (Pukkila et al. 1997) dar. Als Alternative
werden die intramuskuldre Injektion von Ketamin/Xylazin (Zhou et al. 1995) und die
intravendse Applikation von Methohexital (Laurent et al. 1988) beschrieben.
Inhalationsnarkosen werden mit Ather (Blatchley et al. 1987; Freeman et al. 1996) oder
durch die Gabe von Halothan nach orotrachealer Intubation (Kitamura et al. 1994;
Plantz et al. 1981) durchgefiihrt. Als weitere Methode vor allem fir operative Eingriffe
wird die Lagerung der Versuchstiere auf Eis beschrieben (Luo et al. 1995). Dies
verursacht eine Hypothermie und somit Schmerzfreiheit sowie eine herabgesetzte
Blutungsneigung. Die Ableitung akustisch evozierter Potentiale ist jedoch durch das
Absenken der Korpertemperatur beeintrchtigt und ist nicht mehr zuverléssig
reproduzierbar (Stockard et al. 1978). Bei der fur diese Arbeit verwendeten Methode

wurde fiir die Inhalationsnarkose auf eine orotracheale Intubation verzichtet (Dazert et



Diskussion 29

al. 2000). Da das beschriebene Maskendquivalent nicht vollstandig abgedichtet werden
konnte und eine Teilinhalation durch den Untersucher nicht ausgeschlossen werden
konnte, wurde Halothan durch Isofluran ersetzt. Fir die Inhalation von Halothan sind
Stoffwechselvorgange in der Leber beschrieben, die diese schéadigen und Hepatitis
verursachen kdnnen (Anonymous 1966; Ray and Drummond 1991; Trowell et al. 1975;
Wright et al. 1975). Die Verwendung von Isofluran konnte erfolgen, da in
verschiedenen Studien die Effekte von Isofluran und Halothan auf die Amplitude
akustisch evozierter Potentiale als sehr &hnlich (Bimar-Blanc et al. 1988; Lloyd-Thomas
et al. 1990; Sebel et al. 1986), bzw. die Unterschiede als ,,nicht relevant“ (Heneghan et
al. 1987) beschrieben werden. Unter den modifizierten Bedingungen konnte die
Narkosetiefe der Untersuchung ebenfalls gut gesteuert werden. Durch die zigige
Einleitung und kurze Narkosedauer lieR sich eine Hypothermie vermeiden. Die
narkotisierten Tiere erholten sich nach den Messungen und der Aufwachphase ohne

erkennbare Folgen.

4.1.2 BERA
Akustisch evozierte Potentiale (BERA, ABR) bieten eine nicht invasive Mdglichkeit,

die Funktionen des achten Hirnnerven und des auditorischen Hirnstammes zu messen.

Diese werden seit vielen Jahren routinemaRig in der klinischen Diagnostik eingesetzt.
Die Entwicklung des Innenohres, des achten Hirnnerven, des auditorischen
Hirnstammes und der dazugehdrigen Interpretation der Ergebnisse der BERA-Messung
wurde in verschiedenen Arbeiten an den unterschiedlichsten Spezies beschrieben. Diese
Untersuchungen beinhalten BERAs von Menschen (Hecox and Galambos 1974; Salamy
1984; Salamy and McKean 1976; Starr et al. 1977), Primaten (Doyle et al. 1983; Kraus
et al. 1985), Katzen (Jewett and Romano 1972; Laukli and Mair 1981; Laukli and Mair
1982; Mair et al. 1978; Shipley et al. 1980; Walsh et al. 1986a; Walsh et al. 1986b;
Walsh et al. 1986¢), Ratten (Church et al. 1984; Ilwasa and Potsic 1982; Jewett and
Romano 1972; Tokimoto et al. 1977), Ma&usen (Henry and Haythorn 1978),
Meerschweinchen (Dum 1984) und Wistenrennmausen (Smith and Kraus 1987).

Verschiedene Studien gehen davon aus, dass die elektrophysiologische Entwicklung der
auditiven Funktion von Saugetieren in zwei Phasen ablauft. Bereits in der friihen Phase

entwickelt sich die auditive Funktion sehr rasch, so dass die Hirnstammaudiometrie von
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jungen Tieren ahnliche Resultate liefert wie adulte Tiere. Der friihen Phase folgt eine
zweite, die einer Feineinstellung entspricht (Fria and Doyle 1984; Iwasa and Potsic
1982; Walsh et al. 1986a; Walsh et al. 1986b; Walsh et al. 1986c¢). Es wird vermutet,
dass akustisch evozierte Potentiale der friihen Phase primér die Reifung der Cochlea
und die der spaten Phase die Entwicklung zentraler Abschnitte auditiver Bahnen
darstellen (Fria and Doyle 1984).
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4.2 Zellkultur

In Zellkulturexperimenten kann nicht ohne weiteres zwischen Axonen und Dendriten
differenziert werden. In der vorliegenden Arbeit werden die Nervenforsatze deshalb als
Neuriten bezeichnet. Experimentelle Einflisse auf das Nervenwachstum zeigen sich
z.B. in einer Anderung der Anzahl oder auch der Lange der neuronalen Fortsatze und

kdnnen auf diese Weise quantifiziert werden.

Verschiedene Arbeitsgruppen haben neuronales Wachstum anhand der Kultivierung
ganzer SG-Explantate (Pirvola et al. 1992) oder durch qualitatives Auszéhlen (Ebendal
1989) beobachtet. Erzeugte Bilder wurden dazu benutzt, eine Flache zu bestimmen, die
fiktiv von den ausgewachsenen Neuriten gebildet wurde (Bilsland et al. 1999). Diese
Methode ist zwar schnell und einfach auszuwerten, tragt aber der absoluten Anzahl und
Lange der ausgewachsenen Neuriten wenig Rechnung. Eine hohere quantitative
Genauigkeit erreicht man durch das Auszéhlen und Ausmessen der einzelnen Neuriten
(Dazert et al. 1998b; Liu et al. 1988). In der vorliegenden Arbeit wurde jeder einzelne
Neurit mit Hilfe eines Computerprogramms nachgezeichnet und die linearen
Teilstrecken zu einer Gesamtlange addiert. Dies stellt eine deutliche Naherung an die

tatsachliche L&nge der nicht linearen Neuritenfortsatze dar (Mlynski et al. 2002).
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4.3 Bedeutung von VASP fir das Horvermdogen

Die elektrophysiologischen Ergebnisse dieser Arbeit beziehen sich primar auf die friihe
postnatale Phase, in der die eigentliche Innervation der Cochlea stattfindet. Sie zeigen
eine verzogerte Horentwicklung der VASP(-/-)-Tiere verglichen mit den Wildtyp-
Kontrollen. Fir diese Beobachtung ist eine Reihe von Erklarungen denkbar. So kdnnte
beispielsweise die Rolle von VASP bei der Organisation des Zytoskelettes (Lanier et al.
1999; Lanier and Gertler 2000; Reinhard et al. 2001) sowie die Beobachtung, dass
VASP-Proteine zeitgleich mit dem Horbeginn in den Pillarzellen der Cochlea
nachgewiesen werden (Schick et al. 2003), Uber eine veranderte Steifigkeit und
Mechanik der Cochlea in VASP(-/-)-Tieren spekulieren lassen. Das Fehlen von VASP
kdnnte eine verzogerte Organisation des Zytoskelettes durch verédnderte Aktindynamik
in den Pillarzellen zur Folge haben. Ebenfalls l&sst der vermehrte Nachweis von VASP
in der Stria vascularis Uber eine Verdnderung in der Entstehung endocochledrer
Potentiale oder der Endolymphe spekulieren (Schick et al. 2003).

Einen weiteren Ansatz zur Erklarung der verzégerten Horentwicklung der VASP(-/-)-
Tiere bietet die Tatsache, dass viele Proteine aus der Familie der Ena/VASP-Proteine
die beschriebenen Doménen EVH1, EVH2 und ein prolinreiches Motiv aufweisen
(Reinhard et al. 2001). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der Verlust von
Ena in der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) deren Letalitdt zur Folge hatte.
Transgene Tiere, die statt Ena humanes VASP produzierten, waren zu 25-80%
lebensfahig und konnten zu adulten Tieren heranreifen. Diese hatten einen unauffélligen
Phenotyp und waren fertil. VASP konnte somit Ena funktionell, wenn auch suboptimal
ersetzen (Ahern-Djamali et al. 1998). Denkbar wére, dass auch der Verlust von VASP
durch ein verwandtes Protein, wenn auch nicht optimal kompensiert wird. Ein solches
»Einspringen® eines anderen Proteins wirde eventuell auch eine verédnderte Dynamik in
der Entwicklung des Hororgans bei einem sonst unaufféalligen Phenotyp bedingen. Dies

kdnnte eine mogliche Erklarung fir den verzogerten Horbeginn darstellen.
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Die Beobachtung, dass VASP in SG-Neuronen zeitgleich mit der finalen Innervation
des Cortischen Organs exprimiert wird, l&sst Uber die Bedeutung von VASP bei der
Ausreifung der Spiralganglienneuriten nachdenken. Diese Theorie wird durch die hier
vorgestellten Ergebnisse unterstrichen, in denen sich das Neuritenwachstum von SG-
Explantaten wvon VASP(-/-)-Tieren in Zellkultur signifikant von dem der
Wildtypkontrollen unterscheidet. Unterschiede in der Maturation der SG-Neuriten
VASP-defizienter Méause konnten durch verdnderte Prozesse im Wachstumskegel
bedingt sein, wobei die Organisation und Polymerisation von Aktin von bedeutender
Rolle ist. Als Wachstumskegel bezeichnet man die Struktur an der Spitze des
Nervenfortsatzes, der fur dessen L&ngenwachstum vom Zellsoma und das exakte
Einwachsen (,,Guidance®) in das Zielgebiet verantwortlich gemacht wird. Hierbei
werden Form und Dynamik des Wachstumskegels von seinem Zytoskelett bestimmt.
Vom Wachstumskegel gehen Lamellipodien aus, facherformige Ausstiilpungen der
neuronalen Zellmembran, die sich oft zwischen zwei lang ausgezogenen Strukturen, den
Filopodien befinden (Abbildung 4-1). Lamellipodien bestehen aus einem dichten
Netzwerk von Aktinfilamenten. Filopodien hingegen entstehen durch lang ausgezogene
Aktinfilamente, die einen retrograden Fluss von Aktin entgegen der Wachstumsrichtung
des Filopodiums aufweisen (Korey and Van Vactor 2000; Suter and Forscher 1998).
Der Fluss kommt durch eine membrannahe Polymerisation und eine zentrale
Depolarisation des Aktins zustande und bewirkt die Wachstumsdynamik dieses
Systems. Hierbei wird VASP eine Rolle bei der Beeinflussung dieser Dynamik

zugeschrieben (Korey and Van Vactor 2000).
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Abbildung 4-1: Schematische Darstellung des Wachstumskegel eines auswachsenden Neuriten.

Der Wachstumskegel eines auswachenden Neuriten besteht aus einem Zentrum, Lamellipodien und
Filopodien. Die vergroBerte Region unten rechts zeigt das Aktingeriist, welches im Bereich der
Lamellipodien ein dichtes Netzwerk bildet und sich im Filopodium als lang ausgezogene parallele
Filamente organisiert. Beide dieser Strukturen sind dynamisch. Die Darstellung rechts oben soll die
Richtung der Aktinpolymerisation verdeutlichen. Hierbei werden membrannah Aktinmonomere
angelagert. Das ganze Filament bewegt sich dadurch entgegen der Wachstumsrichtung (Korey and Van
Vactor 2000).
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Das Auswachsen der Lamellipodien und Filopodien des Wachstumskegels wird als eine
rezeptorgesteuerte Interaktion des Aktinnetzwerkes mit seiner Umwelt verstanden
(Korey and Van Vactor 2000). Auch hierbei ist eine potentielle Beteiligung von VASP-

Proteinen denkbar.

Die SG-Zelle scheint in der Lage zu sein, sowohl mit korperfremden Stoffen, so
genannten alloplastischen Materialien (z.B. Titan, Gold, Platin, Stahl, Silikon; Brors et
al. 2002), als auch mit Proteinen zu interagieren, die vom Organismus selbst produziert
werden (Aletsee et al. 2000; Aletsee et al. 2003; Dazert et al. 1998b). In vitro wurde

auf Laminin ein signifikant langeres Auswachsen der SG-Neuriten, verglichen mit
anderen Proteinen der Extrazellularmatrix (ECM), beschrieben (Aletsee et al. 2002b).
Laminin scheint demnach einen entscheidenden Faktor flr die Neuritenelongation
darzustellen (Aletsee et al. 2001b; Aletsee et al. 2002b). Hierbei geht man davon aus,
dass die Neuritenzahl repréasentativ fiir das Uberleben der SG-Zellen und somit deren
Fahigkeit zur Aussprossung ist. Es wird vermutet, dass Laminin auch flr
Innervationsprozesse der Cochlea eine Rolle spielt (Cosgrove and Rodgers 1997). Im
Cortischen Organ konnte eine zeitgleiche Expression bestimmter Proteine der
extrazellularen Matrix (ECM) mit der Synapsenbildung der SG-Neuriten und den
Haarzellen nachgewiesen werden (Woolf et al. 1992). In vivo kann Laminin um das

Spiralganglion und entlang des Weges zu den Haarzellen, den die Fortsatze wahrend der

Entwicklung zurticklegen, nachgewiesen werden (Cosgrove and Rodgers 1997).

Interaktionen der SG-Neurone mit Laminin als Vertreter der ECM-Proteine werden uber
Integrinrezeptoren (Drenckhahn 2003; Hynes and Lander 1992; Reichardt and
Tomaselli 1991) vermittelt. Integrine wurden an vielen Stellen des Nervensystems
nachgewiesen. Sie sind in die verschiedensten Entwicklungsprozesse involviert und
scheinen fir Zellmigration, Axonenwachstum und zielgerichtete Zellbewegung
(,,Guidance®) wichtig zu sein. Eine veranderte Rezeptorkinetik konnte eine verénderte
Interaktion und somit ein differentes Auswachsen der SG-Zellfortsatze bedingen.
Desweiteren sind Interaktionen von mit dem Zytoskelett assoziierten Proteinen (z.B.
Vinculin und Talin) und mit Signalproteinen (z.B. FAK, Rho und Src) beschrieben
worden (Ginsberg et al. 1992; Schoenwaelder and Burridge 1999). Deswegen kann es
von Bedeutung sein, dass die EVH1-Doméne des VASP-Proteins mit Vinculin
interagiert (Niebuhr et al. 1997; Reinhard et al. 1999). Fiur Src sind ebenfalls
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Interaktionen sowohl mit VASP, Mena als auch Ena bekannt (Ahern-Djamali et al.
1999; Gertler et al. 1996). Hierbei wird eine direkte Beteiligung von VASP in den
Signalwegen des Zytoskelettes und der Extrazellularmatrix vermutet (Suter and
Forscher 2000).

An der Ausbreitungsrichtung des Wachstumskegels und der Neuritenelongation sind
neben Proteinen der extrazelluldren Matrix (Clark et al. 1993; Schmidt et al. 1995;
Weaver et al. 1995) auch Neurotrophine (Despres and Romand 1994; Lefebvre et al.
1991b) und Mitglieder der FGF-Familie (Dazert et al. 1998b; Luo et al. 1993; Luo et al.
1995) beteiligt. Dabei werden Wachstum, Uberleben der Zelle und Organisation des
Zytoskelettes beeinflusst (Clark and Brugge 1995; Ernfors et al. 1992; Ernfors et al.
1994a; Ernfors et al. 1994b; Pirvola et al. 1994; Pirvola et al. 1992; Ruoslahti and Reed
1994; Venstrom and Reichardt 1993). Fir NT-3-defiziente-Mduse ist durch
immunhistochemische Untersuchungen eine Reduktion der SG-Neurone in der Cochlea
um 85% beschrieben worden (Farinas et al. 1994). Das unterstreicht die Bedeutung
dieses Faktors fiir das Uberleben der SG-Zellen. In friheren Experimenten konnte
gezeigt werden, dass sich sowohl Laminin als Vertreter der ECM-Proteine (Aletsee et
al. 2001b; Aletsee et al. 2002b) als auch NT-3 stellvertretend fiir die Neurotrophine
(Aletsee et al. 2001a) positiv auf die Neuritenanzahl von SG-Zellen in organotypischer
Zellkultur auswirken. Die sich entwickelnde Haarzelle ihrerseits produziert biologisch
aktive Substanzen, welche die Entwicklung und den Erhalt der Neuriten unterstiitzen
und das Einwachsen in das Zielorgan fordern. Als Vertreter dieser
wachstumsstimulierenden Substanzen kommen die Neurotrophine NT-3 und BDNF
(Ernfors et al. 1992; Ernfors et al. 1994a; Ernfors et al. 1994b; Pirvola et al. 1994;
Pirvola et al. 1992), sowie Mitglieder der FGF-Familie (Dazert et al. 1998b; Luo et al.
1993; Luo et al. 1995) in Frage.

Verschiedene Mitglieder der Neurotrophin-Familie kénnen die Aktinkonzentration im
Wachstumskegel erhdéhen oder erniedrigen. So flihrt NT-3 am entsprechenden
Zielgewebe zu einer Konzentrationserhohung von Aktin. Dagegen bewirken z. B.
BDNF und NT-4/5 an Neuriten, deren Auswachsen vor allem auf die NT-3 Wirkung
angewiesen ist, eine Konzentrationsminderung von Aktin und fiihren zum Kollaps des
Wachstumskegels. Es wird vermutet, dass verschiedene Neurotrophine gleichzeitig

chemotaktische sowie inhibitorische Funktionen am selben Wachstumskegel ausiiben
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(Paves and Saarma 1997). Neurotrophine nehmen somit entscheidenden Einfluss auf die
Modulation und die Mobilitat des Wachstumskegels (Gallo and Letourneau 1998; Paves
and Saarma 1997; Zhang et al. 1999). Es ist bekannt, dass auswachsende Filopodien in
ihren Enden, in denen die Aktinpolymerisation vonstatten geht, Ena/\VASP Proteine
enthalten (Lanier et al. 1999; Pistor et al. 1995). Das geringere Wachstum von VASP(-
/-)-Explantaten unter NT-3 Stimulation lasst vermuten, dass auch VASP in die NT-3
induzierte aktinvermittelte Bewegung des Wachstumskegel involviert ist. Hierbei
scheint die Konzentration von VASP mit der Beweglichkeit des Filopodiums zu
korrelieren (Rottner et al. 1999).

Es konnten erste Signalwege aufgezeigt werden, Uber die Neurotrophine das
Auswachsen der Neuriten in vitro beeinflussen (Aletsee et al. 2001a). Verschiedene
Autoren gehen davon aus, dass Neurotrophine vom Zielgewebe der Spiralganglienzellen
produziert sowie sezerniert werden und chemotaktisch  Einfluss auf
Wachstumsverhalten und Wachstumsrichtung der Neuriten nehmen (Despres and
Romand 1994; Lefebvre et al. 1991b). Ebenfalls gibt es Hinweise darauf, dass Proteine
der Ena/VASP-Familie mit einer Familie von Wachstumsfaktorrezeptoren die
Aktinpolymerisation sowohl in Lamellipodien als auch in Filopodien beeinflussen
(Krugmann et al. 2001). Diese Funktion von VASP kdnnte das beobachtete langsamere
Auswachsen der VASP-defizienten SG-Neuriten in vitro unter NT-3-Stimulation
erklaren. Eine direkte Stimulation des Neuritenwachstums durch Laminin ist fir den
RAC-GTP und cdc42-GTP Signalweg nachgewiesen (Meyer and Feldman 2002).
Blockt man diesen Proteinkomplex, kann man ein vermindertes Auswachsen von SG-
Neuriten beobachten (Brors et al. 2003).

Das gesteigerte Neuritenwachstum von VASP-defizienten SG-Explantaten auf Laminin
lasst vermuten, dass sich der Wirkmechanismus von VASP bezuglich der Signalwege

uber Integrinrezeptoren von denen der Neurotrophine unterscheidet.

VASP-Defizienz kann die ebenfalls integrinvermittelte Plattchenaggregation in
Thrombozyten verstarken sowie die durch zyklische Nukleotide verursachte Hemmung
der Plattchenaggregation abschwéchen und die Bindung von Fibrinogen an Integrin
reduzieren. Der Mechanismus der VASP-Integrin-Interaktion ist jedoch noch
weitgehend ungeklért. Man geht davon aus, dass der beschriebene Prozess das Ergebnis

einer Modulation der Signalwege vom Integrinrezeptor zum Zytoskelett oder VASP-
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regulierten Stressfaserbundeln darstellt (Reinhard et al. 2001). Laminin kénnte so durch
Vermittlung der Integrinrezeptoren ein gesteigertes Wachstum der Neuriten von VASP-

defizienten-Explantaten induzieren.

Alternativ wurde gezeigt, dass VASP an weitere Molekiile bindet, die fir die Kontrolle
des Auswachsens von Neuriten verantwortlich gemacht werden. Solche Proteine sind
Robo und Semaphorin 6A-1. Sie werden fur die von Netrin induzierte AbstofRung und
die retrograde Bewegung von Filopodien bendtigt (Bashaw et al. 2000; Colavita and
Culotti 1998; Klostermann et al. 2000; Lebrand et al. 2004).

Bei der Anzichtung auf Laminin unter NT-3-Stimulation zeigten sich keine
Unterschiede beziglich der Lénge der ausgewachsenen Neuriten von VASP(-/-)- und
Wildtyp-Explantaten. Dies lasst auf einen entgegengesetzten Effekt des Verlustes von
VASP auf die beiden Faktoren schlielen, so dass sich die Wirkungen aufheben. Diese
Beobachtung unterstiitzt die These, dass VASP verschiedene, auf den Wachstumskegel

einwirkende Signale modulieren kann.

Proteine der Ena/VASP-Familie nehmen unter anderem eine regulierende Rolle am
Wachstumskegel ein (Chakraborty et al. 1995; Gertler et al. 1996; Kang et al. 1997).
Dies ist nach der vorliegenden Arbeit auch fiir die SG-Neuriten anzunehmen. In der
komplexen Umgebung des sich entwickelnden Cortischen Organs kénnte das Fehlen
dieser Modulation ein verandertes Wachstumsverhalten der Neuriten zur Folge haben.
Es kann hierbei spekuliert werden, dass nur geringe Veranderungen dieses Systems die
Innervation der Haarzellen und somit die Horentwicklung verzégern. Eine verminderte
Antwort auf von den Haarzellen produzierte Wachstumsfaktoren kénnte das zielgenaue

Einwachsen der Neuriten verlangsamen.

Dem gegenlber ist bekannt, dass SG-Neuriten wéhrend der Innervationsphase
physiologischerweise Uber ihr Zielgebiet, die inneren Haarzellen, in die Region der
auBeren Haarzellen hinaus wachsen, sich im weiteren Verlauf dann wieder retrahieren,
um am urspriinglichen Ziel Synapsen zu bilden (Echteler 1992). Ein gesteigertes
UberschieRen der Neuriten wiirde fiir das Erreichen der adulten Morphologie ebenfalls
mehr Zeit in Anspruch nehmen.

Wahrend der Verlust von VASP das Auswachsen der Spiralganglienneuriten von

neonatalen Explantaten in vitro sowie eine verzogerte Entwicklung der auditorischen
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Funktion in vivo zur Folge hat, konnte kein Effekt auf die adulte Cochlea beobachtet
werden. Dies konnte bedeuten, dass VASP im ausdifferenzierten neuronalen Gewebe
des Innenohres funktionell von untergeordneter Rolle ist, oder dass die auf der VASP-
Defizienz beruhenden Verzdgerungen wéhrend der perinatalen Innervation des Corti-

Organs durch VASP-verwandte Substanzen adéquat ausgeglichen werden.
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5 Zusammenfassung

Das ,,vasodilator-stimulated phosphorprotein® (VASP), ein Mitglied der Ena/\VASP

Proteinfamilie, gilt als ein entscheidender Faktor bei der Regulation von Aktindynamik.
Es ist an Zellbeweglichkeit und —adhdsion, unter anderem in Filopodien und dem
Wachstumskegel auswachsender Neurone beteiligt. Anhand dieser Beobachtung wurde
die Rolle von VASP fiir das Horvermogen und der Horentwicklung der S&ugetiere an

einem Mausmodel evaluiert.

Dies konnte in der vorliegenden Arbeit durch Analyse von VASP-defizienten-Mé&usen
(VASP(-/-)) erreicht werden. Einerseits wurde das Horvermogen und der Horbeginn
von VASP-defizienten-Tieren mit dem von Wildtypen (WT) elektrophysiologisch
anhand der Hirnstammaudiometrie verglichen, anderseits das Wachstumsverhalten von
Spiralganglienzellexplantaten der WT- und VASP(-/-)-Tiere in Zellkultur auf

Lamininbeschichtung und unter NT-3 Stimulation analysiert.

Bei den elektrophysiologischen Untersuchungen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede im HOrvermogen adulter Tiere. Bei einer Verlaufstudie der
Horentwicklung wurden Differenzen des Horbeginns zwischen dem 11. und 14.
postnatalen Tag beobachtet. Der Horbeginn war bei den VASP(-/-)-Mé&usen in dieser
Phase signifikant verzdgert. Die Entwicklung des Horvermdgens von VASP(-/-)-Tieren

war in den ersten zwei Lebenswochen verzdgert, erreichte danach aber normale Werte.

Bei der Analyse des Wachstums der Spiralganglienneuriten zeigten sich keine

statistisch signifikanten Differenzen bezuglich der Anzahl der auswachsenden Fortsatze.

Unterschiede der Neuritenlange beider Gruppen, waren auf Laminin und unter NT-3
Stimulation zu beobachten. Die Neuriten der VASP(-/-)-Gruppe wuchsen auf Laminin
signifikant langer als die Kontrollen der WT-Gruppe. Unter der Stimulation mit NT-3,
war ein statistisch signifikant geringes Langenwachstum der VASP(-/-)-Gruppe zu

beobachten.

Auf Lamininbeschichtung und unter gleichzeitiger Stimulation mit NT-3 konnte kein
signifikanter Wachstumsunterschied der WT- und VASP(-/-)-Gruppe beschrieben

werden.



Zusammenfassung 41

Die Ergebnisse der Untersuchung deuten darauf hin, dass VASP an der Horentwicklung
des Saugetieres beteiligt ist, fur das adulte Horvermdgen jedoch von untergeordneter

Bedeutung zu sein scheint.

Der verzogerte HOrbeginn der VASP(-/-)-Tiere konnte durch eine verspétete
Innervation des Cortischen Organs, aufgrund des beobachteten verdnderten
Wachstumsverhaltens von VASP-defizienten SG-Zellen, bedingt sein. Dies liele sich
sowohl durch ein langsameres Auswachsen der Neuriten des Spiralganglions als auch
durch eine Verzogerung der zielgerichteten Synapsenbildung mit dessen Erfolgsorgan,
den Haarzellen erkldren. Eine regelrechte Innervation der Haarzellen scheint jedoch bei

den adulten Tieren vorzuliegen, da diese keine verminderte Horleistung prasentieren.

Alternativ ist der funktionelle Ersatz von VASP, durch verwandte Proteine der
Ena/VASP Familie zu diskutieren. Ein solches ,,Rescue*“-Model kdnnte eine verdanderte
Dynamik der Entwicklung zur Folge haben, ohne dass im adulten Tier ein ausgepragter

Phanotyp zu erkennen ist.
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Abkirzungsverzeichnis

ABL
ABR
AEP
Arp
BDNF
BERA
cAMP
cGMP
dB SPL
DMEM
ECM
EEG
ENA
EVH
FAK
F-Aktin
G-Aktin
FGF
HEPES

Mena

Abelson Protein Tyrosinkinase

Hirnstammpotential friher Latenz ("auditory brainstem response™)
Auditorisch evozierte Potentiale

Aktinfilament depolarisierender Faktor (,,actin-related-protein®)
Wachstumsfaktor (“brain derives neurotrophic factor")
Hirnstammpotential friiher Latenz ("brainstem evoced response audiometry"™)
cyklisches Adenosinmonophosphat (“cyclic AMP™)

cyklisches Guanosinmonophosphat (“cyclic GMP™)

Dezibel, Einheit fur Schalldruckpegel

Dulbecco’'s Modified Eagle Medium

Extrazellular Matrix

Elektroencephalogram

Drosophila Ena/VASP- Familienmitglied enabled

Konservierte Ena/\VVASP-Domane ("Ena/VASP-homology")
Fokale Adhasionskinase (““focal adhesion kinasis™)

Filamentdses Aktin (Aktinfilament)

Globul&res Aktin (monomere Form)

Fibroblasten Wachstumsfaktor ("fibroblast growth factor)
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-2-ethansulfonsaure

Ena/VVASP-Familienmitglied
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NT-3 Neurotrophin Typ 3

NT-4/5 Neurotrophin Typ 4 und 5

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung ("phosphate buffered saline™)
PRR Prolin-reiche Region

Rho Kleines Guanosintriphosphat (GTP) bindendes Protein
Robo Roundabout, Protein zur Axon "Guidance"

SH3 Proteinbindungsdomane ("'Src-homology type 3")

Src Familie von Protein-Tyrosinkinasen

Trk Tyrosinkinase

VASP Vasodilator-stimuliertes-Phosphoprotein

PIP,. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

CP ,Capping Protein®

wWw Proteinbindungsdoméne

Ras Onkogen (“oncogene that causes rat sarcoma”)

MEK Kinase der "mitogen aktivated protein kinase" Familie

ERK Extrazelluér regulierte Kinase ("extracellular-regulated kinase™)
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